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論　　文　　の　　要　　旨
　本研究は，Pθ伽伽舳〃ゆ〃og㈱伽のマンナナーゼによってコプラの搾油残澄からβ一1，4一
マンノトリオースを調製すること，および同精製酵素の諸性質，特に酵素の基質特異性を明らかに
することを目的としている。
　東南アジア諸国ではココナッツは重要な作物の一つであり，その完全利用は重要な課題である一。
大量の搾油残溢がココナッッエ場から副産物として排出されているが，わずかに飼料として使われ
ているに過ぎない。
　搾油残澄の組成はタンパク質が約20％，炭水化物が約60％，その他である。このようなことから
日下部らは放線菌β一マンナナーゼの研究，特に搾油残澄から酵素によるマンノオリゴ糖類の調製，
同精製酵素の諸性質を明らかにする研究などを行った。しかし，一連の研究で彼らは次の間題点を
指摘している。
　1．マンノオリゴ糖の調製に対して，濃いアルカリ溶液で抽出したコプラガラクトマンナンを用
いたが，濃いアルカリで搾油残溢からマンナンを抽出することは非常に困難なことである。
　2．放線菌酵素はコプラガラクトマンナンから，マンノオリゴ糖類のみならず，ガラクトマンノ
オリゴ糖類も生成し，両者の分離にはクロマトグラフィーを行わねばならない。このようなことか
ら，搾油残澄のガラクトマンナンを直接加水分解し，その溶液にガラクトマンノオリゴ糖類を生成
しない酵素系を生産する微生物の探索が必要と考えられた。スクリーニングの緒果，その要求に応
える菌株としてP2伽伽舳〃ゆ洲o厚舳榊No．618が土壌から分離された。この菌の酵素系は搾油残
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澄のガラクトマンナンに直接作用し，生成物は単糖類とマンノビオースであった。したがって，こ
の加水分解液から酵母で単糖類のみを除去することにより，クロマトグラフィーを行わずにマンノ
ビオースの調製が可能となった。Pθ〃づo舳舳属の酵素の利用と精製酵素に関する研究は見当たらな
いので，さらに酵素の応用によるマンノトリオースの調製と生化学的研究を行い，次の結果を得た。
　第皿章では，搾油残澄から能率的にマンノトリオースを生成する酵素反応の条件とクロマトグラ
フィーを行わずにマンノトリオースを調製する研究について述べられている。比較的濃い酵素濃度
で搾油残澄を分解した時には，生成物は単糖類とマンノビオースであったが，稀い酵素濃度では単
糖類とマンノビオースとマンノトリオースであった。一方，単糖類とマンノビオースを資化し，マ
ンノトリオースは資化できない酵母としてCα〃伽α厚〃舳θ榊㎝洲IF00566が選出され，この酵母
の特性を利用することによって搾油残澄の酵素加水分解物からクロマトグラフィーを行わずにマン
ノトリオースの調製が可能になった。
　第W章では，マンナナーゼの精製と諸性質について述べられている。粗酵素を1次と2次DEAE
一セルロースおよびU1tro一ゲルによるクロマトグラフィーを行い，デイスクおよびSDS一ポリア
クリルアミドゲル電気泳動で単一バンドを示すマンナナーゼ標晶を得た。この酵素の分子量は
57，OOO，等電点はpH4．1であった。アミノ酸組成は，G1y＞Ser＞G1u＞A1a＞Aspの順に多く，
λ功θγ厚伽舳伽γと∫卿肋μ∫sp．No．17の両マンナナーゼもこの5種のアミノ酸が多かった。酵素
反応の至適pHと混度は各々5，70℃であり，pH4．5～8，60℃までの範囲で安定であった。また
この酵素は金属塩やEDTAによってあまり影響されなかった。一方，コプラガラクトマンナンは，
肋づo舳舳抑ゆ舳og舳舳No．618の精製マンナナーゼと同菌株の精製α一ガラクトシダーゼの交互作
用によって，最終的にガラクトースとマンノースとマンノビオースに分解された。
　第V章では，コンニャクグルコマンナンを精製マンナナーゼで加水分解し，得られた7種のオリ
ゴ糖の構造研究の結果が述べられている。それらの構造はM－M，G－M－M，M－G－N，G－G－
M，M－G－M－M，M－G－G－M（G一はβ一1，4一グルコシド結合，M一はβ一1，4一マン
ノシド結合，右端が還元末端）であった。この結果，同酵素の作用様式は次のように推定された。
　i）この酵素は反応初期に生成された中間体のマンノオリゴ糖から最終的にマンノビオースを生
成する。
　ii）この酵素は非還元末端にグルコース，またはセロビオースを持つグルコマンノオリゴ糖を生
成するようにグルコマンナンを分解する。
　iii）この酵素は2つのマンノースがグルコースやセロビオースを挟んだグルコマンノオリゴ糖を
生成するようにグルコマンナンを分解する。
　第W章では，コプラガラクトマンナンを精製マンナナーゼで加水分解し，得られた4種のオリゴ
糖の構造研究につき述べられている。そのうちの1つはマンノビオースであり，他の3種はガラク
トマンノオリゴ糖であった。これら3種のオリゴ糖は非還元末端と還元末端にガラクトース側鎖を
持たない事が特徴的であった。従ってこの酵素は，側鎖をもつマンノース残基の両側は加水分解に
対して抵抗性があるものと結論された。
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審　　査　　の　　要　　旨
　これ迄に，微生物のβ一マンナナーゼに関する研究は数多いが，マンナンから酵素化学的手法に
よってマンノオリゴ糖の調製研究を行った報文は放線菌由来の酵素についてのみである。一方，精
製酵素による研究は数少なく，肋伽伽舳属の精製酵素による報告は見当たらない。
　自然界には，コプラガラクトマンナンのようにマンノース純度と含量が共に高い多糖類は稀であ
る。同マンナンからマンノオリゴ糖を調製する研究として，本研究ではガラクトマンノオリゴ糖を
生成しない酵素系の探索とその利用，目的とするマンノオリゴ糖以外の糖類のみを資化する酵母の
探索とその利用の2つの特性を組み合わせることによって，放線菌マンナナーゼによる方法の難点
を克服し，クロマトグラフィーを行わずにマンノビオースとマンノトリオースの調製を可能にした。
　一方，精製β一マンナナーゼの諸性質，特に基質特異性が明らかにされた酵素は数少ない。本研
究では実際に酵素を精製し，その理化学的諸性質を明らかにした。また，マンノオリゴ糖の生成に
関与する酵素系の酵素化学的性質を明らかにし，本菌の酵素系がマンノオリゴ糖の生成にすぐれて
いることを実証した。さらに，グルコマンナンやガラクトマンナンに対する特異性の研究を，他の
酵素との比較において解析した結果，これら酵素の応用が更に広範囲に発展する事が期待される。
　よって，著者は農学博士の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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